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Abstract
AIM: To investigate the effect of the emodin 
and berberine on leptin in patients with non-
alcoholic fatty liver disease and its mechanism.

METHODS: The concentration of emodin and 
berberine-treating HepG2 cells was screened by 
MTT assay. Then high concentration of leptin 
was added (10-6 mol/L) to the HepG2 cells to 
establish a model group, and emodin, berberine 
and dexamethasone were given in the model 
group respectively. RT-PCR was used to detect 
the level of leptin receptor long-and short-recep-
tor mRNA expression.

RESULTS: Compared with the normal control 
group, mRNA expression levels of leptin long- 
receptor and short-receptor in cells were signifi-
cantly elevated in model group (P < 0.01). Emo-
din, berberine and dexamethasone obviously 

improved the expression (P < 0.01) compared 
with normal group. However, no significant 
change was noted (P > 0.05). 

CONCLUSION: Emodin and berberine are effec-
tive for high-concentration leptin-induced non-
alcoholic fatty liver disease through up-regulat-
ing the mRNA expression of leptin receptor.
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摘要
目的: 探讨大黄素、小檗碱改善非酒精性脂
肪肝患者体内高瘦素水平的作用及机制.  

方法: 用MTT法筛选大黄素、小檗碱作用于
HepG2细胞实验浓度, 在HepG2细胞中加入高
浓度的瘦素(10-6 mol/L)作为模型组, 在模型组
中分别加入大黄素、小檗碱及地塞米松, 并设
对照组进行比较. 用RT-PCR检测细胞上瘦素
长型受体及短型受体mRNA的表达水平. 

结果: 模型组细胞上瘦素长型受体及短型
受体m R N A的表达水平较对照组显著下调
(P <0.01), 大黄素、小檗碱及地塞米松组较模
型组显著上调(P <0.01), 较对照组无明显改变
(P >0.05).

结论: 大黄素和小檗碱具有通过上调瘦素受
体mRNA的表达来治疗高浓度瘦素诱导机体
产生非酒精性脂肪肝的作用. 

关键词: 大黄素; 小檗碱; 地塞米松; 瘦素; 瘦素受

体; HepG2细胞
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■背景资料
随着人们饮食结
构的改变, 近年来
NAFLD已成为我
国常见的慢性肝
病之一, 现代医学
多使用的化学合
成药物由于其对
心血管系统具有
严重的不良反应
且长期服用具有
肝毒性, 故中医中
药的研究对于脂
肪肝药物治疗具
有重要意义.

■同行评议者
党双锁, 教授, 西
安交通大学第二
医院感染科



尹春梅, 等. 大黄素和小檗碱对高浓度瘦素作用下HepG2细胞瘦素受体mRNA表达的影响			             1123

www.wjgnet.com

0  引言

瘦素系肥胖基因表达、由脂肪细胞分泌的循环

激素, 在调节机体能量平衡中起重要作用, 可调

节非脂肪细胞中游离脂肪酸和甘油三脂含量的

稳定, 避免细胞发生脂毒性[1-2]. 作为蛋白质激素,
瘦素的多种生物学作用是通过靶细胞膜上的瘦

素受体(obese receptor, OB-R)和相应信号转导系

统实现的, 信号发送主要是通过其受体基因编

码的两种细胞表面受体长型受体(OB-Rb)和短

型受体(OB-Ra)[3]. 许多研究发现[4-6]非酒精性脂

肪肝(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)患
者存在高瘦素水平, 机体在高浓度瘦素的作用

下可对能量物质代谢产生不利影响, 高瘦素水

平可提高胰岛素水平、促进胰岛素抵抗(insulin 
resistance, IR), 并改变胰岛素信号, 增加肝细胞

内脂肪酸含量, 最终引起脂肪肝. 
瘦素受体或受体后缺陷在高浓度瘦素引起

机体产生NAFLD中可发挥一定的作用[7-9], 大量

实验研究发现小檗碱及大黄素具有减肥降糖, 
降低血胰岛素水平, 改善脂代谢紊乱及IR等作

用[10-11], 但其对于NAFLD患者体内存在的高瘦

素现象有无影响及其分子生物学作用机制尚不

明确, 故本实验采用高浓度瘦素作用于HepG2细
胞后, 加入大黄素、小檗碱, 通过检测细胞上瘦

素受体的表达情况, 以探讨他们对高浓度瘦素

引起的NAFLD治疗作用, 为临床治疗NAFLD提

供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 小檗碱、大黄素、软脂酸购于Sigma
公司; 人类瘦素为法国Diaclone Reserch公司产

品; RPMI 1640培养基购于美国Gibco BRL公司; 
MTT北京夏斯生物技术有限公司; RNA提取试

剂盒购于美国Gentra公司; PCR反应试剂盒购于

美国Promega公司.
1.2 方法 
1.2.1 HepG2细胞的培养: 在含100 mL/L胎牛血

清的RPMI 1640培养液中培养HepG2细胞, 将增

殖状态良好的细胞用胰酶消化, 对其进行传代

并置于37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度的培养箱中.
1.2.2 MTT实验: 取大黄素浓度为0.1、5、10、
15、20、25、30 µmol/L, 小檗碱(浓度分组同大

黄素)用MTT法, 分别于酶标仪上检测570 nm、

490 nm吸光度A值, 计算细胞存活率(细胞存活

率=实验组A值/对照组A值×100%), 取细胞存活

率为90%时的浓度为实验浓度. 

1.2.3 细胞模型制作: 将瘦素溶于含有100 mL/L
胎牛血清的RPMI 1640培养液中, 使其终浓度为

10-6 mol/L, 小心吸弃HepG2细胞中的培养液, 加
入含高浓度瘦素的培养液, 置于37℃, 50 mL/L 
CO2饱和湿度的培养箱中孵育24 h, 即成为细胞

模型(模型组). 
1.2.4 分组: 吸弃模型细胞中的培养液, 分别加入

含大黄素、小檗碱及地塞米松的培养液以及正

常培养液, (即将模型组分为4组: 模型组、大黄

素组、小檗碱组、地塞米松组, 并设HepG2细胞

作为对照组), 置于37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度

的培养箱中孵育24 h. 
1.2.5 RT-P C R检测细胞中瘦素长型受体及短

型受体mRNA的表达: (1)细胞总RNA的提取: 
TRIzol一步法提取细胞总RNA, 操作按说明书

进行, 紫外分光光度仪测定RNA的A 260/A 280值. 
(2)cDNA第一链的合成: 逆转录反应体系为20 
µL, 其中5×逆转录缓冲液4 µL, 核糖核酸酶抑

制剂0.4 µL, 10 mmol/L dNTP 2 µL, 寡聚T引物

0.4 µL, 细胞总RNA5 µg, M-MLV(逆转录酶)1 
µL(200 U), 用DEPC-双蒸水补充至20 µL. 反应

条件为42℃水浴1 h, 然后70℃水浴10 min以灭活

逆转录酶. (3)RT-PCR: OB-Ra、OB-Rb的引物设

计是根据GenBank库中OB-Ra、OB-Rb的cDNA
序列进行, OB-Ra的上游引物: 5'-ATGTTCCGA
ACCCCAAGAAT-3', 下游引物: 5'-CAATAGTG
GAGGGAGGGTCA-3', 扩增片段221 bp. OB-Rb
的上游引物: 5'-CAGAAGCCAGAAACGTTTG
AG-3',下游引物5'-AGCCCTTGTTCTTCACCA
GT-3', 扩增片段344 bp; 内参照为GAPDH, 其上

游引物: 5'-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3', 下
游引物: 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3', 扩
增片段307 bp. 反应体系25 µL, 其中Buffer 20.5 
µL, cDNA 1 µL, Taq DNA聚合酶1.5 µL(5 U), 0.2 
µmol/L上游引物及下游引物各1 µL. 扩增条件: 
首次95℃预变性2 min, 然后95℃变性30 s, 60℃
退火30 s, 72℃延伸45 s, 循环35次, 最后72℃延

伸10 min. 取扩增产物5 µL, 用20 g/L的琼脂糖凝

胶(EB浓度为0.5 mg/L)电泳, 以100 bp为分子质

量标准, 在300 nm紫外光下摄影, 通过图像分析

软件进行分析. 内参照也采用上述同样的实验方

法进行分析. OB-Rb、OB-Ra的表达水平用他们

的平均灰度值与内参的平均灰度值的比值表示.
统计学处理 全部数据使用SPSS13.0统计软

件进行数据处理; 每组数据以mean±SD表示, 
进行单因素方差分析, 组间两两比较用SNK检

■研发前沿
大黄素及小檗碱
是否可以通过调
节瘦素受体的表
达来改善浓度瘦
素对NAFLD的影
响 ,  值 得 深 入 研
究.
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验, 取α = 0.01为显著性检验水准, P <0.05有统计

学意义.

2  结果

2.1 大黄素、小檗碱实验浓度的确定 MTT实
验测得大黄素、小檗碱可抑制H e p G2细胞的

生长并可诱导其凋亡, 这一作用呈剂量依赖性. 
大黄素浓度为10 µmol/L时, HepG2存活率为

90.8%, 小檗碱浓度为10 µmol/L时, HepG2存活

率为91.3%, 故本实验大黄素、小檗碱均采用10 
µmol/L作为实验浓度(表1).
2.2 瘦素受体mRNA的表达 HepG2细胞用高

浓度软脂酸培养24 h后, OB-Ra mRNA、OB-
R b m R N A的表达的较正常组显著下降(P a = 
0.00047, P b = 0.00032). 大黄素(P a = 0.00067, P b = 

0.00042)、小檗碱(P a = 0.00054, P b = 0.00039)、
地塞米松组(P a = 0.00041, P b = 0.00022)OB-Ra 
mRNA、OB-Rb mRNA的表达较模型组显著增

高(均P <0.01), 与正常组相比无统计学差异(图1).

3  讨论

瘦素受体是Ⅰ类细胞因子受体家族的成员, 为
一跨膜受体, 由胞外区、跨膜区和胞内区组成. 
目前已知瘦素受体至少存在5种亚型, 其中最主

要的为OB-Rb和OB-Ra. OB-Rb的胞内区有JAK/
STAT结合位点, 能进行信号转导以调节热量摄

入及能量消耗, 为功能受体, 他主要分布于下丘

脑的弓形核、腹内侧核、背内侧核、室旁核等

与体质量调节有关的核团上, 瘦素主要通过与

下丘脑的OB-Rb结合, 从而激活JAK-STAT途径

发挥作用[12-14]. OB-Ra几乎分布于全身各组织, 
主要与瘦素的转运、代谢等有关[15]. 

瘦素在调节机体能量平衡中起重要作用, 
可调节非脂肪细胞中游离脂肪酸和甘油三脂含

量的稳定, 避免细胞发生脂毒性, 他的生物学作

用是通过靶细胞膜上的瘦素受体和相应信号转

导系统实现的, 信号发送主要是通过OB-Rb和
OB-Ra.  

Liu e t a l研究表明[15], 高浓度瘦素可抑制

HepG2细胞上瘦素受体mRNA的表达水平, 在
瘦素浓度为10-6 mol/L时这种抑制作用最为明

显, 这可能与NAFLD患者体内存在高瘦素水平

有关. 在本实验中我们亦观察到瘦素浓度为10-6 
mol/L时可显著抑制HepG2细胞上瘦素长型及短

型受体mRNA的表达水平, 这与他们的研究结果

一致, 同时我们也观察到大黄素、小檗碱可以

通过上调瘦素受体mRNA的表达水平来改善这

种抑制作用, 上调后, 瘦素受体mRNA的表达量

与对照组相似, 结果无统计学差异. 由此可见大

■相关报道
Liu et al研究表明, 
高浓度瘦素可抑
制HepG2细胞上
瘦素受体mRNA
的 表 达 水 平 ,  在
瘦 素 浓 度 为 1 0 - 6 
mol/L时这种抑制
作用最为明显, 这
可能与NAFLD患
者体内存在高瘦
素水平有关.

表  1  不同浓度大黄素、小檗碱对HepG2存活率的影响 
(mean±SD, n  = 5)

     
分组浓度	                                  细胞存活率(%)

(µmol/L)		  大黄素		        小檗碱

0.1	            1.116±0.053	  1.032±0.050

5	            0.986±0.031	  0.972±0.028

10	            0.908±0.035	  0.913±0.024

15	            0.882±0.024	  0.887±0.033

20	            0.806±0.048	  0.811±0.055

25	            0.670±0.032	  0.671±0.030

30	            0.491±0.021	  0.512±0.047
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图  1  HepG2细胞中OB-Ra mRNA及OB-Rb mRNA的表达. A: 

OB-Ra mRNA; B: OB-Rb mRNA; C: GAPDH内参照; 1: 

对照组; 2: 模型组; 3: 大黄素组; 4: 小檗碱组; 5: 地塞米松组.
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黄素、小檗碱可通过影响瘦素受体mRNA的表

达来调节机体内瘦素在调节能量平衡中所起的

作用, 从而影响NAFLD的发展及预后, 这对于临

床用于治疗NAFLD有一定的应用价值. 
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截至目前, 我国只有两本期刊被PMC收录.《浙江大学学报B》(英文版)(Journal of Zhejiang University 
Science B )是我国第一本通过PMC评审并于2006-03-15被收录的期刊.《世界胃肠病学杂志》(英文版)(World 
Journal of Gastroenterology )第二本通过PMC评审并于2009-03-26被收录, 全文免费向公众开放, 见: http://www.

pubmedcentral.nih.gov/tocrender.fcgi?journal=818&action=archive(编辑部主任: 程剑侠 2009-04-18)

■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 对探讨
大黄素、小檗碱
治疗脂肪肝有重
要意义.


